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RESUMO
Objetivo: Determinar os níveis de toxicidade de duas e três aplicações intravítreas
de infliximabe na retina de coelhos albinos, por meio de exames clínicos oftalmoló-
gicos, eletrorretinográficos e histológicos.
Métodos: Foram utilizados doze coelhos albinos divididos em dois grupos. No
primeiro grupo de 10 coelhos, cada olho recebeu duas (n=10 olhos) ou três injeções
(n=10 olhos) intravítreas de 2 mg de infliximabe dissolvidos em 0,06 ml de solução
salina, em intervalos mensais. Um segundo grupo de dois coelhos, que serviu como
grupo controle (n=4 olhos), foram submetidos a duas e três aplicações intravítreas
de BSS. Noventa dias após, os coelhos foram novamente submetidos a exame
oftalmológico (biomicroscopia, oftalmoscopia e tonometria), eletrorretinográfico e,
após enucleados, a exame histológico.
Resultados: O exame biomicroscópico e oftalmoscópico não revelou anormalida-
des retinianas nos olhos injetados com infliximabe e no grupo controle. Alteração
histológica notada foi a presença de raros linfócitos e eosinófilos no vítreo posterior
em quatro e em seis olhos submetidos a duas e três aplicações de infliximabe sem
significado clínico. A única alteração clinicamente significante foi uma reação inflama-
tória severa com presença de exsudatos vítreos na interface vítreo retiniana e discreto
edema de células ganglionares nos dois olhos de um único coelho, sem alterações no
vítreo posterior. Os exames eletrorretinográficos mostraram amplitudes em média
12-13% menores daquelas obtidas antes do tratamento, contudo não houve nenhuma
diferença estatisticamente significante quando comparamos as amplitudes e a latencia
entre os achados electrorretinográficos pré e pós-tratamento.
Conclusão: Duas e três aplicações intravítreas de infliximabe em olhos de coelhos
em intervalos mensais, na dosagem de 2 mg, não provocam alterações significantes
após um seguimento de noventa dias, quer no exame histológico, na eletrorretinografia
e na avaliação clínica oftalmológica. Conclui-se que doses seriadas de infliximabe
por via intravítrea é um procedimento seguro. Estudos clínicos em humanos devem
ser realizados para melhor avaliação da segurança do seu uso no tratamento de
determinadas doenças que acometem a retina e a coroide.
Descritores: Fator de necrose tumoral alfa; Injeções intravenosas; Retina; Doenças
retinianas/quimioterapia; Doenças da coróide/quimioterapia; Degeneração macular;
Anticorpos monoclonais/administração & dosagem; Eletrorretinografia; Animais;
Coelhos
ABSTRACT
Purpose: To determine retinal and choroid toxicity levels of two and three infliximab
intravitreous injections in albino rabbits by means of electroretinographic, histological
and  ophthalmological clinical tests.
Methods: 12 albino rabbits were used in the study. Each eye was given two (n=10 eyes)
or three (n=10 eyes) serial intravitreous 2 mg infliximab injections dissolved in 0.06 ml of
saline, at monthly intervals. A separate group of rabbits (n=4 eyes) served as a control
group. Ninety days after the study had begun, the rabbits underwent clinical and electro-
retinographic tests, and after being enucleated, the eyes were examined for histological
changes.
Results: Slit-lamp biomicroscopy and fundoscopic examination did not reveal any
significant retinal abnormalities in the eyes injected with infliximab and control eyes or in
pre- and post-treated eyes. The histological change that was noted was the presence of
rare lymphocytes and eosinophils in the posterior vitreous of some of the rabbits subjected
to two or three injections, but it was not considered clinically significant. A severe
inflammatory reaction with vitreous exudates and ganglion cell edema in a single rabbit
was clinically significant. The electroretinographic tests showed amplitudes that were on
the average 12-13% smaller than those obtained before the treatment, however, there
were no statistically significant differences when comparing the amplitude or the implicit
time between pre- and post-treatment electroretinographic findings.
Conclusion: Two and three intravitreous 2 mg infliximab injections in rabbits at monthly
intervals did not cause any changes after a 90-day follow-up, according to histological
and electroretinographic tests and after clinical evaluation. Differently from prior studies
that have investigated potential retinotoxicity effects after single administrations, this
study investigated the possibility of retinotoxicity after multiple injections. Clinical studies
in humans should be conducted to better evaluate the safety of this drug in the treatment
of certain diseases affecting the retina and the choroid.
Keywords: Tumor necrosis factor-alpha; Injections, intravenous; Retina; Retinal diseases/
drug therapy; Choroid diseases/drug therapy; Macular degeneration; Antibodies, mono-
clonal/administration & dosage; Electroretinography; Animals; Rabbits
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INTRODUÇÃO
Fator de necrose tumoral alfa (TNF) é uma citocina sintetizada
pelos macrófagos e linfócitos T, em resposta a infecções e injúrias
imunológicas. Liga-se a receptores da superfície das células, exa-
cerbando a inflamação e induzindo a liberação de outras citocinas
pró-inflamatórias sendo neutralizadas pela ação de citocinas anti-
inflamatórias(1). Estudo identificou importante papel do TNF na pa-
togênese da retinopatia diabética, degeneração macular relacio-
nada à idade (DMRI) e uveíte, permitindo assim prever que a uti-
lização de drogas antiTNF poderiam apresentar benefícios no seu
tratamento(2). Experimentos realizados em coelhos mostraram que
TNF, pelas suas propriedades infamatórias, é capaz de induzir a
liberação do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF). A
presença conjunta do TNF e VEGF foi determinada no endotélio e
paredes vasculares do tecido fibrovascular e vítreo de olhos com
retinopatia diabética proliferativa(3,4). Em modelo animal tem sido
demonstrada a regressão de neovascularização, após tratamento
com drogas antiTNF(5). Estudos em animais e humanos sugerem
que TNF tem importante papel no desencadeamento e manuten-
ção da uveíte experimental(6-8). O papel pró-inflamatório do TNF na
uveíte é sustentado pela observação de que a injeção intraocultar
em coelhos induz a formação de uveíte(9,10). Em humanos portadores
de uveíte, elevados níveis de TNF foram demonstrados no humor
aquoso coletado no intraoperatório(11). Aumento dos níveis de TNF
foi encontrado em vasculites retinianas (doença de Behçet) e oftal-
mia simpática(12). A presença de inflamação tem sido demonstrada
em membrana neovascular removida cirurgicamente em pacien-
tes com degeneração macular relacionada à idade (DMRI)I(13-15) e
TNF tem sido encontrado em pacientes com degeneração DMRI(16).
Infliximabe é um anticorpo monoclonal quimérico humano
murino que se liga ao TNF, levando à perda de sua bioatividade. É
administrado por via endovenosa e utilizado no tratamento da
artrite reumatoide(17), doença de Crohn(18), doença de Behçet(19) e es-
pondilite anquilosante(20). Porém, efeitos adversos aparecem com
frequência, como o desenvolvimento de doenças infecciosas, ma-
lignas, reações durante infusão endovenosa e desenvolvimento de
autoimunidade. Pacientes podem desenvolver anticorpos huma-
nos antiquiméricos (HACA) e antimurinos com o uso de inflixima-
be(21). Pacientes portadores de uveíte e doença de Behçet foram
tratados com infliximabe, por via endovenosa, e remissão do pro-
cesso inflamatório ocular tornou-se evidente em 24 horas, e sua
completa supressão, após sete dias, em todos os pacientes(22). Foi
notado ainda que, em dois pacientes com artrite reumatoide e
DMRI, a infusão endovenosa de infliximabe causou regressão da
membrana neovascular(23). Pacientes com diabetes tipo 2 portado-
res de edema macular apresentaram melhora acentuada após uso
de infliximabe por via endovenosa(24).
Com a administração intravítrea de infliximabe, obtêm-se con-
centrações terapêuticas com mínima absorção sistêmica, diminuin-
do os seus efeitos colaterais.
MÉTODOS
Foram estudados doze coelhos albinos, da raça New Zealand,
com protocolo aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisas Hu-
manas e Animais da Universidade Federal de Goiás. Eles foram
tratados de acordo com normas da Association for Research in Vision
and Ophthalmology (ARVO).
 Os coelhos foram mantidos em gaiolas individuais, em ambien-
te climatizado, e supervisionados por veterinário. Foram divididos
em um grupo com dez coelhos e o segundo grupo com dois coelhos,
que serviram como controle. Todos os olhos foram submetidos a
exames clínicos oftalmológicos (biomicroscopia, oftalmoscopia
binocular, tonometria) e eletrorretinográficos. Dois olhos do grupo
controle foram submetidos a duas aplicações de solução salina
balanceada (BSS), e os outros dois olhos, a três aplicações de BSS.
No outro grupo, dez olhos receberam duas aplicações de inflixima-
be e dez olhos, três aplicações de infliximabe. O exame clínico
oftalmológico completo foi realizado no pré-operatório, após to-
das as injeções intravítreas e trinta dias após a última aplicação. Os
exames eletrorretinográficos, antes da primeira aplicação, e 30 dias
após a última aplicação. Infliximabe (Remicade 100 mgTM) foi re-
constituída com 3 ml de solução salina, tendo sido injetado em cada
olho 0,06 ml da solução (2 mg de infliximabe). Os animais foram
anestesiados com uma associação de cloridrato de xilazina e ceta-
mina por via intramuscular. As injeções intravítreas foram realizadas
a 2 mm do limbo supero-temporal. Os olhos foram dilatados com
fenilefrina e cicloplégico. Foi utilizado moxifloxacino colírio no pré
e pós-operatório. Os coelhos foram submetidos mensalmente a
injeções intravítreas (dias 1, 30 e 60). Noventa dias após a primeira
aplicação, foi realizado novo exame oftalmológico e eletrorretino-
gráfico. A eutanásia foi feita logo após, administrando cloreto de
potássio a 10%. Os olhos foram enucleados e fixados em solução de
formol a 10%, etanol a 70%, por mais de 24 horas e submetidos a
cortes com navalha, retirando-se fatia de aproximadamente 3 mm
de espessura, desde a córnea até o nervo óptico. Essas fatias foram
incluídas em parafina e realizados cortes em micrótomos na espes-
sura de 5 micrômetros. Os cortes foram corados pela técnica hema-
toxilina-eosina. Exames foram realizados em microscópio óptico
Olympus, e as lâminas, fotografadas com câmera digital.
Eletrorretinografia (Figura 1) foi efetuada após dilatação e adap-
tação ao escuro por dez minutos com luz de fundo da cúpula
contraste. O exame foi gravado no aparelho alemão Roland Consult,
em mesa adaptada para exames de animais. Foi utilizado eletrodo
corneano unipolar para animais, diâmetro de 11 mm. O eletrodo
negativo foi localizado na língua, e o terra, no pavilhão auricular. Foi
realizada fase fotópica para avaliação do sistema de cones, em sala
escura, após adaptação ao claro, com luz do fundo da cúpula, durante
dez minutos. Todos os estímulos foram repetidos três vezes com
flashes fotópicos. O sinal biológico foi amplificado e analisadas as
amplitudes pico a pico das ondas e tempo de latência. A diminui-
ção da amplitude maior que 30% foi considerada anormal.
RESULTADOS
RESULTADOS DOS EXAMES CLÍNICOS OFTALMOLÓGICOS
Os olhos não apresentaram opacificações corneanas e aumento
da pressão intraocular. Notou-se presença de pequena opacificação
de cristalino periférico em dois olhos, provocadas pelas injeções
intravítreas. Exame com oftalmoscópio binocular indireto não cons-
tatou descolamento de retina, alterações na retina e no nervo óptico
ou presença de opacificações e sinais inflamatórios no vítreo.
RESULTADOS DOS EXAMES ELETRORRETINOGRÁFICOS
Nos exames das ondas a e b não foram encontradas diferenças
significativas tanto na morfologia quanto nas amplitudes dessas
ondas. O eletrorretinograma revelou presença de ondas detectá-
veis durante todo o exame em todos os grupos, com resposta
normal, tanto em relação à amplitude quanto ao tempo implícito
das ondas a e b. Essas respostas ocorreram no exame inicial e noventa
dias após a injeção de infliximabe e BSS em todos os grupos. Em
nenhum momento, houve redução significativa ou ausência de
resposta ao eletrorretinograma pelo estímulo utilizado. A medida
das ondas a e b não revelaram alterações morfológicas e funcionais
em nenhum dos grupos.
RESULTADOS DOS EXAMES HISTOLÓGICOS
Não foram encontrados descolamento e edema de retina e
nem percebidas alterações histológicas na retina sensorial, epitélio
pigmentar e coroide de todos os olhos estudados. Não se constataram
sinais de atrofia e edema tanto nas células como na espessura das
camadas retinianas e da coroide (Figura 2). Uma pequena alteração
encontrada em quatro e seis olhos submetidos a duas e três aplica-
ções de infliximabe respectivamente foi a presença, no vítreo, de
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raros linfócitos e eosinófilos, sem comprometimento retiniano e
sem significado clínico (Figura 3). Uma única alteração clinicamen-
te significativa encontrada nos dois olhos de um único coelho que
foi submetido a duas e três aplicações de infliximabe, foi uma
reação infamatória com presença de fibrina no vítreo posterior,
sem alterações na camada de células ganglionares e no restante do
vítreo (Figura 4).
ANÁLISE ESTATÍSTICA DAS AVALIAÇÕES ELETRORRETINOGRÁFICAS
Para avaliar as diferenças entre as duas visitas, primeiro, reali-
zou-se o teste F de homogeneidade de variância. Quando não foi
encontrada diferença de variâncias, utilizou-se o teste T pareado
para efetuar as comparações entre as visitas. Após análise pelos
testes estatísticos, observou-se um único caso em que houve dife-
rença de variâncias ocorrido na comparação entre a primeira e a
segunda visita para P1 (20  ms) de olho direito e, nesse caso, foi utilizado
alternativamente o teste não paramétrico de postos com sinais de
Wilcoxon. Em todas as comparações efetuadas não foram encontra-
das diferenças estatisticamente significantes entre a primeira e a
segunda visita.
ANÁLISE ESTATÍSTICA DAS AVALIAÇÕES HISTOLÓGICAS
Como só houve alterações nos olhos de um único coelho, o teste
exato de Fisher mostrou um valor de p de 1.0, ou seja, não houve
diferença estatística entre os olhos submetidos à injeção de BSS e duas
e três aplicações de infliximabe. Como só houve alteração nos dois
olhos de um único coelho, ela não é estatisticamente significativa.
DISCUSSÃO
A administração intravítrea de drogas tem sido utilizada com
constante frequência para o tratamento de diversas doenças que
acometem a retina, a coroide e o vítreo. Em geral, essa via é segura
e com menor incidência de efeitos colaterais sistêmicos quando
comparada à oral ou à endovenosa, pois a administração direta da
droga na cavidade vítrea proporciona maior concentração terapêu-
tica e menor biodisponibilidade sistêmica.
Os primeiros trabalhos com infliximabe intravítreo foram feitos
em coelhos albinos(25). Diferentes doses foram injetadas no vítreo, e
estudos clínicos, eletrorretinográficos e histológicos indicaram que
dosagem de 1,7 mg provou ser segura para a retina. Doses acima
de 3,3 mg causaram significante edema do nervo óptico. Em outro
estudo(26), doses crescentes de injeções intravítreas de infliximabe
mostrou, após 45 dias, alterações nas células de retina com doses
superiores a 5 mg. Concluiu-se que 2 mg é uma dose segura para a
retina de coelhos. Estudos realizados em coelhos, com a indução de
uveíte com uso de endotoxina da salmonela(27) demonstraram que o
uso de infliximabe intravítreo, além de não provocar toxicidade,
suprimia a inflamação provocada pela endotoxina.
A primeira experiência com o uso de infliximabe por via intra-
vítrea em pacientes com DMRI foi relatada em um artigo(28) em que
os autores apresentaram um estudo realizado em três pacientes
que não obtiveram bons resultados com ranibizumabe mas quan-
do submetidos a duas aplicações intravítreas de infliximabe, houve
melhoria na acuidade visual e diminuição da espessura foveolar,
com utilização de uma dosagem de 2 mg, sem efeitos colaterais. Um
segundo estudo em humanos(29) utilizando dosagem bem menor
(0,5 mg) em dois pacientes com retinopatia diabética e edema
Figura 1. Eletrorretinografia de dois olhos de um coelho.
Figura 2.  Exame histológico de retina sem alterações.
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macular, e dois com DMRI e membrana neovascular, constatou-se
piora da acuidade visual e do edema macular, com alterações no
eletrorretinograma.
 Entretanto, duas diferenças devem ser ressaltadas entre os dois
estudos: no primeiro(29), os pacientes tinham recebido somente uma
dose de ranibizumabe e, no outro(30),várias doses de medicamentos
antiangiogênicos já haviam sido utilizadas sem sucesso, e dois pa-
cientes já tinham tido reações inflamatórias após o uso de trianci-
nolona e bevacizumabe. Outra diferença significativa entre os dois
estudos consistiu na dosagem mais alta (2 mg x 0,5 mg) usada no
primeiro trabalho(29). Sabe-se que quando infliximabe é utilizado
por via sistêmica, paradoxalmente, dosagens mais altas têm menor
possibilidade de provocar o desenvolvimento de anticorpos huma-
nos antiquiméricos (HACAs)(21). Trabalho publicado recentemente
utilizando 1,5 mg de infliximbe intravítreo em pacientes portado-
res de uveite crônica não infeciosa não mostrou reação inflamatória
em nenhum dos olhos examinados, com melhora tanto da acuidade
visual como do edema macular(30).
Um protocolo clínico, financiado por National Eye Institute, está
recrutando participantes para determinar se infliximabe ou outras
drogas imunossupressoras podem ser usadas no tratamento de mem-
brana neovascular em DMRI.
Os estudos do uso de infliximabe intravítreo em coelhos, até o
presente momento, utilizaram sempre uma única aplicação com
resultados convincentes da segurança dessa droga(25,26). O presente
estudo avaliou os efeitos eletrofisiológicos e histológicos da retina
de coelhos após duas e três aplicações de infliximabe, em interva-
los mensais. O volume e a dosagem utilizados (0,06 ml/2 mg) foram
bem tolerado pelos olhos dos coelhos, não causando aumento da
pressão intraocular. A única alteração histológica notada foi a pre-
sença no vítreo de raros linfócitos e eosinófilos, sem significado
clínico. Foram encontradas tanto em olhos submetidos a duas como
a três aplicações de infliximabe.
 Esses achados não apresentaram alterações histológicas na reti-
na sensorial, epitélio pigmentar e coroide, seja na morfologia das
células ou na espessura das camadas. Provavelmente, trata-se so-
mente de uma discreta reação inflamatória vítrea ou micro-hemor-
ragias causada pela injeção, não tendo significado clínico e não
representando reação tóxica ao medicamento.
Em dois olhos de um mesmo coelho, submetido a duas e três
aplicações de infliximabe notou-se reação inflamatória bem mais
acentuada, com aparecimento de material fibrinoide no vítreo
posterior, sem comprometimento da retina sensorial, que pode ou
não estar relacionado ao uso do medicamento, mas sem valor
estatístico. Possíveis razões para a resposta inflamatória à injeção
intravítrea de infliximabe incluem reações ao anticorpo monoclo-
nal, a proteínas desconhecidas ou a contaminações presentes com o
uso da droga.
 O infliximabe é um anticorpo monoclonal 35% murino e 65%
humano, diferente do bevacizumabe e ranibizumabe, que são to-
talmente humanos. Por causa de sua composição, ele pode incitar
uma reação imunogênica e levar à produção de anticorpos, sobre-
tudo se a dosagem inicial for baixa ou não sustentada. É também
possível que impurezas proteicas ou contaminações desconhecidas
tenham sido responsáveis pela reação inflamatória. Deve-se ter em
mente também que infliximabe, por ser um anticorpo com proteí-
nas humanas e murinas, pode levar a reações inflamatórias com
menor frequência em humanos do que em coelhos, já que os dois
anticorpos são estranhos a essa espécie animal.
Como não houve alterações na morfologia das ondas a e b antes
e após as injeções, a função eletrorretinográfica da retina não foi
alterada com o uso da droga. Os estudos de todas as lâminas
obtidas dos olhos dos coelhos não revelaram a presença de altera-
ções nas diversas camadas da retina, o que corrobora a não toxidade
do uso intraocular de duas e três aplicações de infliximabe.
CONCLUSÃO
Após avaliação dos exames clínico-oftalmológicos, anatomopa-
tológicos e eletrorretinográficos pode-se afirmar que duas e três
injeções intravítreas de infliximabe na dosagem de 2 mg, em inter-
valos mensais, não provocam alterações tóxicas nas retinas de coe-
lhos. A única alteração encontrada foi a presença de raros linfócitos
e eosinófilos clinicamente insignificantes no vítreo, decorrentes ou
de uma pequena reação inflamatória ou, mais provavelmente a
micro-hemorragias em reabsorção causadas pelo trauma cirúrgico
das injeções intravítreas. Não houve comprometimento na estrutu-
ra histológica das camadas sensoriais retiniana e do nervo óptico.
Em um único coelho submetido a duas e três aplicações de inflixi-
mabe, foi encontrada uma reação fibrinoide, sem comprometi-
mento das camadas da retina sensorial e sem valor estatístico
significante. Essa alteração só foi detectada ao exame anatomopa-
tológico, não tendo sido visualizada ao exame oftalmoscópico.
 Conclui-se que duas ou três injeções de infliximabe intravítreo
na dosagem de 2 mg mostram-se seguras em coelhos, por não
Figura 3. Exame histológico mostrando presença de linfócito.
Figura 4. Presença de reação inflamatória na interface vitreorretiniana.
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produzirem alterações tóxicas no seu tecido retiniano e coroide.
Estudos clínicos devem ser realizados para melhor avaliação da segu-
rança do uso dessa substância, por via intravítrea, em seres humanos.
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